P ulmonary arterial hypertension (PAH) involves abnormal proliferation of pulmonary vascular cells, resulting in pulmonary arterial remodeling and obliteration of the pulmonary vascular lumen. Ultimate clinical outcomes include increased pulmonary vascular resistance and right ventricular (RV) failure. Recent studies have extended our understanding of the pathogenesis of disease, including identification of growth factors/cytokines, transcription factors, and microRNAs that play key roles in the disease progression. 1,2 However, despite these advancements, there is a clear need for better understanding of the mechanisms of the disease process, given the persistently high mortality rates in this patient population. 3
Cell Culture and Reagents
We isolated PAECs from normal and PAH explanted donor lungs, as described previously. 14, 15 We obtained additional control PAECs from Lonza. PAECs from 7 control subjects, 7 subjects with IPAH, and 3 subjects with FPAH were studied. In brief, human pulmonary arteries were dissected from the lungs to the distal small arterioles, and PAECs were harvested from the isolated pulmonary arterial tree. PAECs were grown in EBM-2 basal medium supplemented with EGM-2 (Lonza) on fibronectin-coated plates. Cells were passaged at 70% to 80% confluency, and primary cultures of passages 3 to 7 were used in experiments. All apelin stimulations were done using apelin-13 peptide at 1 μmol/L (Sigma). Trichostatin A (TSA; Sigma) and MC1568 (Selleck Chemicals and DC Chemicals) were dissolved in DMSO (Sigma) and used at the indicated doses.
Immunohistochemistry of Lung Sections
PAH and control donor lung samples were obtained from the National Disease Research Interchange (NDRI). Human and rat lung tissues were fixed and stained as previously described. 8 Standard methods (Trichrome Stain, Sigma) were used to stain for collagen in cardiac sections.
Immunofluorescence
For the apelin effect on HDAC4/5 translocation, PAECs plated on glass bottom culture dish (Mat-Tek) were transfected with GFPtagged HDAC4 and HDAC5 expression vectors for 24 hours. Cells were imaged using a Nikon Eclipse Ti confocal microscope before and after treatment with apelin 13 (1 μmol/L for 1 hour at 37 °C).
Pulmonary Hypertension Animal Models
Male Sprague Dawley rats (200-250 g; Charles River Laboratories) were subcutaneously injected with monocrotaline (Sigma; 60 mg per kg body weight) for the monocrotaline (MCT) model. For the SU-5416/hypoxia (SUGEN) model, SU-5416 (Sigma) was resuspended in DMSO (Sigma) and injected subcutaneously (20 mg per kg body weight). Rats were subsequently exposed to hypoxia (10% FiO 2 ) for 2 weeks. Rats were given intraperitoneal administration of either the vehicle (DMSO) or MC1568 (Sellek Chemicals and DC Chemicals; 50 mg per kg body weight) daily.
Hemodynamic and Morphometric Analyses
Right ventricular systolic pressure (RVSP) measurements were performed at the designated time point under isoflurane anesthesia by inserting a catheter (Millar Instruments) into the right jugular vein as described previously. 8 Six to 8 animals were tested per experimental group based on our previous studies. Lungs were perfused with normal saline and fixed in 4% paraformaldehyde overnight for immunohistochemistry or snap-frozen in liquid nitrogen for protein and RNA analyses. Hearts were dissected and weighed for calculation of the RV to the left ventricle (LV) plus septum weight ratio (weight of the RV divided by the weight of the LV + septum). The same full section in the midportion of the left lung parallel to the hilum was used and embedded in the same manner for lung morphometric analyses. Pulmonary artery muscularization was assessed at ×200 magnification after staining for von Willebrand Factor and smooth-muscle actin by calculating the ratio of the number of muscularized peripheral pulmonary arteries to the number of total peripheral pulmonary vessels (with diameters less than 75 µm) in 5 random fields per lung (with each field at ×200 magnification). Pulmonary arteries with proliferating cells were assessed in proliferating cell nuclear antigen (PCNA)stained lung sections. Vessels with ≥1 PCNA stained cells were considered to be PCNA-positive. All measurements were carried out by investigators blinded to the experimental condition.
Statistical Analyses
All experiments were performed in triplicate (unless otherwise specified) from ≥3 independent experiments, and data shown are the means±SEM. When only 2 groups were compared, statistical differences were assessed with unpaired 2-tailed Student t test. Otherwise, statistical significance was determined using 1-way analysis of variance followed by Bonferroni multiple comparison test. Relationships between variables were determined by the Pearson correlation coefficient. P<0.05 was considered statistically significant.
Results

MEF2 Is a Key Transcription Factor That Regulates miR-424 and miR-503
We sought to identify the transcriptional machinery that regulates expression of miR-424 and miR-503 (miR-424/503), which were recently found to be the link in the disruption of the apelin-FGF signaling axis in PAH PAECs. 8 In silico analysis of the putative miR-424/503 promoter region (mapper. chip.org) identified 2 highly conserved MEF2 binding sites ( Figure I in the online-only Data Supplement). We found that knockdown of MEF2A and MEF2C, which are the MEF2 isoforms known to be highly expressed in endothelial cells, in human PAECs led to a significant decrease in miR-424 and miR-503 expression ( Figure 1A) ; chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays confirmed binding of MEF2 to the 2 conserved MEF2 binding sites in the miR-424/503 promoter in PAECs ( Figure 1B ). MiR-424/503 promoter-based luciferase reporter construct was significantly induced by cotransfection with either MEF2A or MEF2C; this effect was abrogated by mutagenesis of the MEF2 binding sites ( Figure 1C ).
We next investigated whether MEF2 is also the key mediator of apelin-induced miR-424 and miR-503 expression. Stimulation of PAECs with apelin, in conjunction with knockdown of MEF2A and MEF2C, led to abrogation of apelin mediated activation of the miR-424/503 promoter ( Figure 1D ). Moreover, the miR-424/503 promoter-based reporter containing mutagenized MEF2 binding sites also failed to respond to apelin ( Figure II in the online-only Data Supplement). ChIP assay showed that siRNA mediated knockdown of APLN in PAECs resulted in a marked reduction in MEF2 binding to the miR-424/503 promoter ( Figure 1E ).
MEF2 Transcriptional Activity Is Impaired in PAH PAECs
To further corroborate these findings to the PAH context, we evaluated whether overall MEF2 activity may be compromised in PAH PAECs. We found that the total transcript levels of MEF2A and MEF2C were not significantly different between control and PAH PAECs, suggesting that the III in the online-only Data Supplement) . However, the baseline activity of 2 MEF2 responsive reporters, derived from the miR-424/503 promoter and the Krűppel-Like Factor 2 (KLF2) promoter, 16 were significantly lower in PAH PAECs compared with controls ( Figure 1F and 1G). Moreover, we found that stimulation of PAH PAECs with apelin led to a significant augmentation of the MEF2 reporter activity in PAH PAECs tested, demonstrating that the compromised MEF2 activity in these cells can be augmented by apelin ( Figure 1H ).
Increased Nuclear Localization of HDAC4 and HDAC5 Inhibit MEF2 Function in PAH PAECs
MEF2 is known to be regulated by multiple mechanisms, one of which is its inhibition by class IIa histone deacetylases (HDACs). 17, 18 Class IIa HDACs, composed of HDAC4, HDAC5, HDAC7, and HDAC9, are the only HDACs known to bind to MEF2. Interestingly, only HDAC4 and HDAC5 protein levels were previously found to be increased in the lungs of PAH patients. 12 Moreover, apelin-mediated regulation of MEF2 activity was found to involve phosphorylation and cytoplasmic translocation of HDAC4 and HDAC5. 19 Based on this knowledge, we carried out a series of studies to evaluate the potential role of specifically targeting this class of HDACs in PAH. We found that PAH PAECs had a significantly higher fraction of transfected HDAC4 and HDAC5 that localized to the nucleus, compared to control PAECs (Figure 2A ). This finding was consistently observed in PAECs derived from 3 independent PAH subjects compared with control PAECs. Moreover, we found that stimulation of PAH PAECs with apelin led to robust cytoplasmic translocation of both HDAC4 and HDAC5 ( Figure 2B ), as well as marked increase in phosphorylation of HDAC4 and HDAC5 ( Figure 2C ), which is known to be closely associated with their cytoplasmic translocation. 20, 21 
Inhibition of Class IIa HDACs Augments MEF2 Transcriptional Activity in PAECs
We next determined whether inhibition of HDAC4 and HDAC5 can augment MEF2 activity in PAECs. Selective inhibition of HDAC4 and HDAC5 by siRNA mediated knockdown in PAH PAECs led to a significant increase in miR-424 and miR-503 expression in these cells ( Figure 3A ). Moreover, our previously described MEF2 transcriptional targets with possible roles in the pathogenesis of PAH, including connexin 37 (Cx37), connexin 40 (Cx40), and KLF2, 19 as well as the related MEF2-regulated KLF4 ( Table II in the online-only Data Supplement), were also significantly upregulated by HDAC4 and HDAC5 knockdown in PAH PAECs ( Figure 3A ). In addition, we found in PAH PAECs Figure 3B ), providing further evidence that MEF2 transcriptional activity is reduced in these patient cells. We also evaluated the expression of 2 of these targets, namely Cx37 and Cx40, in the lung tissue of PAH subject and control. We found that the expression level of both Cx37 and Cx40 was significantly decreased in the endothelial layer of lung from PAH subject compared to control ( Figure 3C ).
Next, we determined the efficacy of a pharmacological HDAC class IIa specific inhibitor, MC1568, on MEF2 target expression. MC1568 has been demonstrated to have selective inhibition of class IIa HDACs, without affecting other HDAC classes, at least in part by inducing degradation of HDAC4 and HDAC5. 22, 23 We found that treatment of PAECs with MC1568 led to a significant decrease in the protein levels of HDAC4 and HDAC5 ( Figure IV in the online-only Data Supplement). Treatment of PAH PAECs with MC1568 resulted in significantly increased expression of miR-424, miR-503, Cx37, Cx40, KLF2, and KLF4 ( Figure 3D ). Moreover, we found that treatment of PAH PAECs with MC1568 leads to a significant downregulation of FGF2, which was previously found to be targeted by miR-424 and miR-503, and aberrantly increased in PAH PAECs ( Figure V in the online-only Data Supplement). 6, 8 MC1568 treatment also led to significant reduction of PAH PAEC proliferation ( Figure 3E ) and migration ( Figure 3F ). Figure 4A ). We also found a significant reduction in the RV to LV + septum (LV+S) weight ratios in the MC1568 groups ( Figure 4B ). Morphometric lung studies demonstrated a significantly decreased number of muscularized arterioles in the MC1568 groups ( Figure 4C ). Moreover, PCNApositive vessels were significantly fewer in MC1568 treated groups compared to control groups ( Figure 4D ). The number of obliterated lumens was also significantly lower in the MC1568 treated lungs compared with the control group in the SUGEN model ( Figure 4E ). At the molecular level, MC1568 treatment also led to a significant increase in expression levels of rno-mir-322 (rat homolog of hsa-miR-424) and rnomir-503 ( Figure 4F ), as well as other MEF2 transcriptional targets, although some of these did not reach statistical significance in the MCT model ( Figure VII in the online-only Data Supplement). Lastly, expression of FGF2 was significantly decreased in the lungs of MC1568 administered rats ( Figure 4G ).
Selective Class IIa HDAC Inhibition Avoids the Adverse RV Effects of Global HDAC Inhibition
We next evaluated whether selective HDAC class IIa inhibition can potentially avoid the deleterious cardiac effects seen with broader HDAC inhibition. 9 Unlike what was described with TSA, we found no evidence of myocardial fibrosis in rats receiving MC1568 in both the MCT and SUGEN groups ( Figure 5A ). Moreover, we found that treatment of human coronary artery endothelial cells with TSA, a broad spectrum HDAC inhibitor, led to marked induction of cellular apoptosis as assessed by caspase 3 cleavage, whereas MC1568 treatment did not result in caspase activation even at a higher concentration ( Figure 5B ). Lastly, gross histological analyses of the right ventricle demonstrated that the MC1568 group had marked protection from the RV dilatation and remodeling that was observed in the control group ( Figure 5C ). The RV mass was markedly smaller in the rats treated with MC1568 in both the MCT and the SUGEN groups, as well as the RV to total body weight ratios ( Figure 5D ).
Discussion
Here we report the key observation that MEF2, involved in transcriptional regulation of a number of endothelial genes that mediate vascular homeostasis, is impaired in PAH PAECs. Moreover, similar to our recent findings in the broad endothelial context, we found that apelin can robustly augment MEF2 activity in PAECs, through a mechanism that involves phosphorylation and cytoplasmic translocation of two class IIa HDACs, namely HDAC4 and HDAC5. Apelin has been identified as a key component of pulmonary vascular homeostasis, which is implicated as a downstream target of BMP signaling. 8, [24] [25] [26] [27] We found that selective pharmacological inhibition of class IIa HDACs using MC1568 induced expression of multiple MEF2 targets in PAECs, including miR-424, miR-503, Cx37, Cx40, KLF2, and KLF4. Most importantly, we found that selective class IIa HDAC inhibition rescues 2 independent experimental PH models in rats (see Figure 5E for schematic).
Two MEF2 factors are known to be highly expressed in the endothelial cells: MEF2A and MEF2C. 28, 29 Mice with genetic deletion of these genes succumb to either embryonic (MEF2C) or early postnatal (MEF2A) lethality, 30, 31 hence studies of these genes in mature vascular function have been limited. Interestingly, recent evaluation of the retinal vasculature of a conditional, endothelial cell (EC)-specific MEF2C knockout mouse demonstrated enhanced vascular growth and decreased EC apoptosis. 32 Moreover, expression of FGF2 was found to be significantly increased in ECs subjected to MEF2C knockdown. Overall, these findings suggest that MEF2 is a key endothelial homeostatic transcription factor that likely regulates a multitude of endothelial transcripts, including Cx37/40, KLF2/4, and miR-424/503, to maintain vascular homeostasis. In addition, our results support the important role of our previously defined apelin-miR-424/503-FGF2/FGFR1 signaling axis in PAH, 8 with the demonstration that disruption of apelin or miR-424/503 in PAH PAECs likely is a key contributor to the aberrant increase in FGF2 levels seen in PAH subjects. 6, 33 A number of recent studies have demonstrated the potential therapeutic efficacy of using broad spectrum HDAC inhibitors in experimental models of PH. 10, 12, 34 However, other studies have raised concerns regarding the use of broad spectrum HDAC inhibitors, where worsening of RV function and induction of RV capillary death were observed, 9, 11 and TSA failed to improve RVSP or RV function in the SUGEN model of PH. 13 Despite the unresolved controversies highlighted by these studies, HDAC inhibition to treat PAH may be an attractive therapeutic strategy, given that 2 such agents (vorinostat and romidepsin) are currently approved for use for patients with cutaneous T cell lymphoma. 35 Unfortunately, there are also a number of adverse clinical effects associated with these broadspectrum HDAC inhibitors, which may raise further cautions in testing their potential therapeutic efficacy in PAH subjects. Clinical experience with nonspecific HDAC inhibitors has been associated with electrocardiographic abnormalities and pulmonary embolism, both of which may have detrimental consequences in PAH patients. 36, 37 Our current findings provide a number of key advancements in the role of MEF2, class IIa HDACs, and their targets in PAH that may facilitate the road to future translational studies: (1) We identify impairment of MEF2 activity in PAH PAECs that leads to decreased expression of a number of genes involved in vascular homeostasis; (2) We demonstrate that in addition to the epigenetic modifications achieved by HDAC inhibition and their potential roles in PAH, HDAC inhibitor mediated alteration of the protein-protein interactions may be a key unexplored mechanism by which these agents can impact pulmonary vascular remodeling; (3) We provide evidence that selective HDAC IIa inhibition can avoid the deterioration of RV function seen with broad spectrum HDAC inhibition, which would be detrimental in PAH patients. The MEF2 transcriptional targets we identified include Cx37 and Cx40, key gap junction proteins that may regulate vascular resistance and RV function, 38, 39 KLF2, whose overexpression in the lungs can improve RVSP in experimental PH models, 40 and miR-424 and 503, which were found to be significantly decreased in both PAH subject lungs as well as experimental models, 8, 41 and can rescue PH models when overexpressed in the lungs. 8 With respect to HDAC binding partners, the current study focused on the role of its inhibition of MEF2 activity, but other interactors, such as PPAR-γ, 42 have demonstrated roles in PAH, and deserve further investigation. 24, 25, 43 The RV response to elevated pulmonary arterial pressures remains poorly understood, and is the subject of active investigation. 44 Our findings demonstrate that selective HDAC IIa inhibition does not induce RV fibrosis nor coronary artery endothelial cell apoptosis (as was seen with nonselective HDAC inhibition), and protected against RV dilatation. Investigation into the potential direct myocardial effect of HDAC IIa inhibition may demonstrate additional beneficial mechanisms above and beyond the decrease in pulmonary vascular resistance.
Although the PAECs used in this study were isolated from lungs of controls and PAH subjects and maintained expression of endothelial markers (data not shown), a potential limitation is whether their full endothelial phenotype is retained in culture and after passaging. The endothelial MEF2 targets included in this study represent those that are either validated MEF2 targets, including KLF2 and KLF4, as well as others we have confirmed to be targeted by the apelin-MEF2 axis both in vivo and in vitro. 19 Identification and further validation of endothelial MEF2 transcriptional targets are areas of active investigation, and will shed further insights into its role in the pulmonary vasculature in the near future.
Overall, these findings define a novel signaling paradigm that may be critically important as we pursue new treatment strategies in PAH, while minimizing the adverse effects. Additionally, the translation of these findings to clinical trials will likely be facilitated by the recent development of multiple promising HDAC IIa selective inhibitors, [45] [46] [47] [48] where therapeutic efficacy in PAH can be rapidly tested using the methodologies described here.
CLINICAL PERSPECTIVE
Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by remodeling of the pulmonary arterioles, including formation of plexiform and concentric lesions composed of proliferative vascular cells. Clinically, PAH leads to increased pulmonary vascular resistance, resulting in right ventricular failure, and if untreated ultimately leads to death. Our findings demonstrate significant impairment of the activity of transcription factor myocyte enhancer factor 2 (MEF2) in pulmonary artery endothelial cells (PAECs) from PAH patients, which can be robustly induced by selective inhibition of class IIa histone deacetylases (HDACs). Moreover, we demonstrate that class IIa HDAC inhibitor can rescue experimental models of pulmonary hypertension. We also identify multiple transcriptional targets of MEF2 that are suppressed in PAH subject samples, which represent venues for future studies to better understand the mechanism of disease. Lastly, we found that selective inhibition of class IIa HDACs can avoid the potential deleterious effects of global HDAC inhibition on the right ventricle, and deserve further investigation as we pursue identification and refinement of novel pathways that can be targeted to improve our treatment of this deadly disease. DNA constructs. The human miR-424/503 promoter based luciferase construct was previously described. 1 For mutagenesis, the sequences TTTA and TTATA in the two predicted MEF2 binding sequences were mutated to GGGG and GGGGC, respectively. KLF2-221 basepair construct was kindly provided by Dr.
Mukesh Jain. HDAC4-GFP, and HDAC5-GFP plasmids were kindly provided by Dr. Eric Olson.
Expression constructs for MEF2A and MEF2C were purchased from Origene. Cell migration assays. PAECs were grown to post-confluence in 24-well plates, and then subjected to allowed to migrate for 8 h, and the gap distance was calculated in at least five randomly selected microscopic fields per each sample. Primarily endothelial gap junction protein, expression in right ventricles from pulmonary artery banding models is significantly decreased; restored with recombinant human angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) administration 2
Connexin 40
Connexin 40/43 double knockout mice die prematurely from pathologic pulmonary vascular and epithelial remodeling 3 Connexin 40 expression in the lungs of monocrotaline rat PH models is significantly decreased, but is restored by sildenafil 4
KLF2
Validated MEF2 transcriptional target 5, 6 Overexpression protects against hypoxia induced pulmonary hypertension 7
KLF4
Validated MEF2 transcriptional target 8, 9 Protective role against hypoxia induced pulmonary hypertension; decreased expression in human PAH 10 Antecedentes-La hipertensión arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad progresiva de las arteriolas pulmonares, caracterizada por aumento de la presión arterial pulmonar e insuficiencia ventricular derecha. La causa de HAP es compleja, pero se cree que la proliferación aberrante de las células endoteliales de la arteria pulmonar (CEAP) y células del músculo liso de la arteria pulmonar juegan un papel importante en su patogénesis. La comprensión de los mecanismos de regulación genética transcripcional comprometidos en la homeostasis vascular pulmonar puede proporcionar una mejor interpretación para estrategias terapéuticas potenciales. Métodos y Resultados-Demostramos que la actividad del factor potenciador de miocitos 2 (MEF2) del factor de transcripción está significativamente alterado en las CEAP de individuos con HAP. Identificamos MEF2 como el factor cis-actuante clave que regula la expresión de un número de objetivos transcripcionales involucrados en la homeostasis vascular pulmonar, que incluyen microARN 424 y 503, conexinas 37 y 40, y Factores Tipo Krűppel 2 y 4, que se halló están considerablemente reducidos en CEAP de HAP. La alteración de la actividad de MEF2 en CEAP de HAP estaba mediada por acumulación nuclear excesiva de 2 desacetilasas de histona (HDAC) clase IIa que inhiben su función, a saber: HDAC4 y HDAC5. La inhibición selectiva, farmacológica de HDAC clase IIa dio lugar al restablecimiento de la actividad de MEF2 en CEAP, como se demuestra mediante el aumento de la expresión de sus objetivos transcripcionales, disminución de migración y proliferación celular, y prevención de hipertensión pulmonar en modelos experimentales. Conclusiones-Nuestros resultados demuestran que las estrategias para aumentar la actividad de MEF2 presentan valor terapéutico potencial en HAP. Además, identificamos inhibición selectiva de HDAC IIa como un enfoque de alternativa viable para evitar los efectos adversos potenciales de la inhibición de HDAC de amplio espectro en HAP. L a hipertensión arterial pulmonar (HAP) incluye proliferación anormal de células vasculares pulmonares, esto resulta en remodelado arterial pulmonar y obliteración del lumen vascular pulmonar. Los últimos resultados clínicos incluyen aumento de la resistencia vascular pulmonar e insuficiencia ventricular derecha (VD). Los estudios recientes han extendido nuestra comprensión de la patogénesis de la enfermedad, incluyen identificación de citoquinas/factores de crecimiento, factores de transcripción y microARN que tienen papeles fundamentales en la progresión de la enfermedad. 1, 2 Sin embargo, más allá de estos avances, hay una clara necesi-dad de una mejor comprensión de los mecanismos del proceso de la enfermedad, dados los índices de mortalidad constantemente altos en este grupo de pacientes. 3 Se sabe que muchos tipos de células tienen importantes funciones en la patogénesis general de la HAP, entre las que se incluyen células endoteliales arteriales pulmonares (CEAP), células del músculo liso arteriales pulmonares, fibroblastos y pericitos. 1 Con respecto a las CEAP, su proliferación desregulada, especialmente en las lesiones plexiformes que se
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Medicina vascular presentan en alrededor del 80% de la población de pacientes, ha sido extensivamente demostrada en estudios histopatológicos. 4 Además, los estudios recientes han identificado un número de factores secretados de CEAP que probablemente tengan funciones importantes en la proliferación celular aberrante, incluso factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2, interleuquina 6 y endotelina-1. [5] [6] [7] Estas perturbaciones en la señalización probablemente tengan consecuencias autocrinas y paracrinas, donde estos factores endoteliales inducen proliferación, migración y remodelado vascular y se dirigen a CEAP, células del músculo liso arteriales pulmonares y pericitos en la patogénesis de HAP.
Además de mayores conocimientos sobre cambios en la expresión genética endotelial en HAP, aún no se comprenden completamente los mecanismos transcripcionales que regulan la expresión de estos factores. Aquí identificamos una función nueva, clave para el factor potenciador de miocitos 2 (MEF2, myocyte enhancer factor 2) del factor de transcripción en el mantenimiento de la homeostasis vascular pulmonar. Hallamos que la actividad transcripcional de MEF2 está significativamente reducida en CEAP de HAP, y funciona como un factor de transcripción cis-actuante que regula la expresión de miR-424 y miR-503, 2 miARN involucrados en el mantenimiento de la homeostasis vascular pulmonar. 8 Además, hallamos una disminución significativa en la expresión de una multitud de objetivos transcripcionales de MEF2. La alteración de la actividad de MEF2 en CEAP de HAP se asoció con una mayor acumulación nuclear de 2 desacetilasas de histona clase IIa (HDAC), a saber: HDAC4 y HDAC5. El aumento de la actividad de MEF2 mediante inhibición selectiva de HDAC de clase IIa previno la HAP en modelos experimentales, sin ninguna evidencia de empeoramiento del remodelado VD, fibrosis o apoptosis de células endoteliales en arteria coronaria, que previamente se había asociado con inhibición no selectiva de HDAC. 9 Nuestros hallazgos proporcionan un avance considerable de los mecanismos de regulación transcripcional que están incluidos en HAP, y también proporcionan nuevas percepciones sobre las controversias en torno a la función potencial de la inhibición de HDAC en HAP, [10] [11] [12] [13] donde los datos contradictorios han opacado la promesa de apuntar a esta clase de moléculas como una estrategia terapéutica.
Métodos
Se encuentra disponible una sección extendida de Métodos en el Suplemento de Datos solamente online.
Muestras humanas
El estudio fue aprobado por los Comités de Revisión Institucional de Cleveland Clinic y Yale University School of Medicine, y se obtuvo el consentimiento por escrito de todos los participantes. La información clínica para los pacientes de quienes se aislaron las células se enumera en Tabla I del Suplemento de Datos solamente online.
Estudios en animales
Los experimentos en animales realizados en este estudio fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Yale.
Cultivos celulares y reactivos
Aislamos CEAP de pulmones normales y con HAP extraídos de donantes, como se describió previamente. 14, 15 Obtuvimos CEAP de control adicionales de Lonza. Se estudiaron las CEAP de 7 individuos de control, 7 individuos con HAPI y 3 individuos con HAPF. En resumen, las arterias pulmonares humanas fueron disecadas desde los pulmones hasta las arteriolas distales pequeñas, y las CEAP se obtuvieron del árbol arterial pulmonar aislado. Las CEAP se desarrollaron en un medio basal EBM-2 complementado con EGM-2 (Lonza) en placas cubiertas con fibronectina. Las células fueron pasadas en confluencia de 70% a 80%, y los cultivos primarios de los conductos 3 a 7 fueron usados en experimentos. Todas las estimulaciones de apelina se realizaron con el uso del péptido apelina-13 en 1 μmol/L (Sigma). La tricostatina A (TSA; Sigma) y MC1568 (Selleck Chemicals y DC Chemicals) se disolvieron en DMSO (Sigma) y se usaron en las dosis indicadas.
Inmunohistoquímica de secciones pulmonares
Se obtuvieron muestras de pulmones de HAP y donantes de control del National Disease Research Interchange (NDRI). Los tejidos pulmonares de seres humanos y de ratas se fijaron y tiñeron como se describió previamente. 8 Se usaron los métodos estándar (Tinción Tricromo, Sigma) para realizar la tinción para colágeno en las secciones cardíacas.
Inmunofluorescencia
Para el efecto de apelina sobre la translocación HDAC4/5, las CEAP colocadas en platos de cultivos de fondo de vidrio (Mat-Tek) fueron transfectadas con vectores de expresión de HDAC4 y HDAC5 con GFP durante 24 horas. Las células fueron visualizadas con el uso de un microscopio confocal Nikon Eclipse Ti antes y después del tratamiento con apelina 13 (1 μmol/L durante 1 hora a 37 °C).
Modelos animales con hipertensión pulmonar
A las ratas macho Sprague Dawley (200-250 g; Charles River Laboratories) se les inyectó monocrotalina por vía subcutánea (Sigma; 60 mg por kg de peso corporal) para el modelo de monocrotalina (MCT). Para el modelo de SU-5416/hipoxia (SUGEN), SU-5416 (Sigma) se volvió a suspender en DMSO (Sigma) y se inyectó por vía subcutánea (20 mg por kg de peso corporal). Las ratas fueron posteriormente expuestas a hipoxia (10% FiO 2 ) durante 2 semanas. A las ratas se les administró por vía intraperitoneal el vehículo (DMSO) o MC1568 (Sellek Chemicals y DC Chemicals; 50 mg por kg de peso corporal) diariamente.
Análisis hemodinámicos y morfométricos
Se realizaron las mediciones de presión sistólica ventricular derecha (PSVD) en el momento preciso bajo anestesia de isoflurano insertando un catéter (Millar Instruments) en la vena yugular derecha como se describió previamente. 8 Entre 6 y 8 animales fueron evaluados por grupo experimental sobre la base de nuestros estudios previos. Los pulmones fueron perfundidos con solución salina normal y fijados en paraformaldehído al 4% durante la noche para inmunohistoquímica o congelados instantáneamente en nitrógeno líquido para análisis de proteínas y ARN. Los corazones fueron disecados y pesados para calcular el cociente del VD al ventrículo izquierdo (VI) más peso del septum (peso del VD dividido por el peso del VI + septum). La misma sección completa en la porción media del pulmón izquierdo paralelo al hilio se usó e integró de la misma manera para los análisis morfométricos de pulmón. La musculatura de la arteria pulmonar fue evaluada con una magnificación de x200 luego de la tinción para von Willebrand Factor y actina del músculo liso mediante el cálculo del cociente del número de arterias pulmonares periféricas muscularizadas y el número de venas pulmonares periféricas totales (con diámetros inferiores a 75 μm) en 5 áreas aleatorias por pulmón (cada campo con una magnificación x200). Las arterias pulmonares con células proliferativas fueron evaluadas en secciones pulmonares con tinción de antígeno nuclear de células proliferativas (ANCP). Las venas con ≥ 1 células teñidas con ANCP fueron consideradas positivas para ANCP. Todas las mediciones fueron realizadas por investigadores que no tenían conocimiento de la condición experimental.
Análisis estadísticos
Todos los experimentos se realizaron por triplicado (salvo que se estipulara de otra manera) de ≥ 3 experimentos independientes, y los datos que se muestran son los ±SEM promedio. Cuando solamente se compararon 2 grupos, las diferencias estadísticas fueron evaluadas con prueba t de Student bilateral independiente. O bien, la importancia estadística se determinó con el uso del análisis de varianza de un factor seguido de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni. Las relaciones entre variables fueron determinadas por el coeficiente de correlación de Pearson. P < 0,05 fue considerado como estadísticamente significativo.
Resultados
MEF2 es un factor de transcripción clave que regula miR-424 y miR-503
Intentamos identificar la maquinaria transcripcional que regula la expresión de miR-424 y miR-503 (miR-424/503), que recientemente se halló que están ligados a la interrupción del eje de señalización de apelina-FGF en CEAP de HAP. 8 En análisis en silicio de la supuesta región promotora de miR-424/503 (mapper. chip.org) se identificaron 2 sitios de enlace de MEF2 altamente conservados (Figura I en el Suplemento de Datos solamente online). Hallamos que la debilitación de MEF2A y MEF2C, que son las isoformas de MEF2 que están altamente expresadas en células endoteliales, en CEAP humanas dio lugar a una reducción significativa de la expresión de miR-424 y miR-503 (Figura 1A); los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) confirmaron la unión de MEF2 a los 2 sitios de enlace conservados de MEF2 en el promotor de miR-424/503 en CEAP (Figura 1B). El constructo del informador de luciferasa con base en el promotor MiR-424/503 fue considerablemente inducido por cotransfección con MEF2A o MEF2C; este efecto se vio abrogado por mutagénesis de los sitios de enlace de MEF2 ( Figura 1C) .
A continuación investigamos si MEF2 es también el mediador clave de la expresión de miR-424 y miR-503 inducida por apelina. La estimulación de CEAP con apelina, junto con MEF2A y MEF2C debilitados, derivó en la abrogación de activación mediada por apelina del promotor de miR-424/503 (Figura 1D). Además, los sitios de enlace de MEF2 mutagenizado con informador basado en el promotor de miR-424/503 tampoco respondieron a apelina (Figura II en el Suplemento de Datos solamente online). El ensayo de ChiP demostró que la debilitación mediada por siARN de APLN en CEAP resultó en una reducción marcada en el enlace de MEF2 con el promotor de miR-424/503 (Figura 1E).
La actividad transcripcional de MEF2 está alterada en CEAP de HAP
El aumento de la localización nuclear de HDAC4 y HDAC5 inhibe la función de MEF2 en CEAP de HAP
Se sabe que MEF2 está regulado por múltiples mecanismos, uno de los cuales es su inhibición por desacetilasas de histona clase IIa (HDAC). 17, 18 Las HDAC clase IIa, compuestas por HDAC4, HDAC5, HDAC7 y HDAC9, son las únicas HDAC que se unen a MEF2. Es interesante destacar que previamente se halló que solo los niveles de proteínas de HDAC4 y HDAC5 estaban aumentados en los pulmones de pacientes con HAP. 12 Además, se determinó que la regulación mediada por apelina de la actividad de MEF2 comprende fosforilación y translocación citoplasmática de HDAC4 y HDAC5. 19 En base a este conocimiento, llevamos a cabo una serie de estudios para evaluar la función potencial de tener específicamente como objetivo esta clase de HDAC en HAP. Hallamos que las CEAP de HAP tenían una fracción significativamente mayor de HDAC4 y HDAC5 transfectadas que estaban ubicadas hacia el núcleo, comparadas con CEAP de control (Figura 2A) . Este hallazgo también se observó en CEAP derivadas de 3 individuos independientes con HAP comparadas con CEAP de control. Además, hallamos que la estimulación de CEAP de HAP con apelina daba como resultado una fuerte translocación citoplasmática de HDAC4 y HDAC5 (Figura 2B), así como también un marcado aumento en la fosforilación de HDAC4 y HDAC5 (Figura 2C), que se sabe está estrechamente asociada con su translocación citoplasmática. 20, 21 La inhibición de HDAC clase IIa aumenta la actividad transcripcional de MEF2 en CEAP Luego determinamos si la inhibición de HDAC4 y HDAC5 puede aumentar la actividad de MEF2 en CEAP. La inhibición selectiva de HDAC4 y HDAC5 por debilidad mediada por siARN en CEAP de HAP derivó en un aumento significativo en la expresión de miR-424 y miR-503 en estas células (Figura 3A) . Además, nuestros objetivos transcripcionales de MEF2 descriptos previamente con posibles funciones en la patogénesis de HAP, incluyendo conexina 37 (Cx37), conexina 40 (Cx40) y KLF2, 19 así como también el KLF4 regulado por MEF-2 relacionado (Tabla II del Suplemento de Datos solamente online), también estuvieron significativamente sobrerregulados por debilidad de HDAC4 y HDAC5 en CEAP de HAP ( Figura 3A) . Además, hallamos en CEAP de HAP niveles de transcripción significativamente reducidos de Cx37, Cx40, KLF2 y KLF4 comparadas con los controles (Figura 3B), proporcionando más evidencia con respecto a que la actividad transcripcional de MEF2 está reducida en las células de estos pacientes. También evaluamos la expresión de 2 de estos objetivos, a saber Cx37 y Cx40, en el tejido pulmonar del paciente con HAP y del control. Hallamos que el nivel de expresión de Cx37 y de Cx40 se encontraba considerablemente reducido en la capa endotelial del pulmón del paciente con HAP comparado con el control (Figura 3C). Figura 1. La actividad del factor potenciador de miocitos 2 (MEF2) está alterada en células endoteliales arteriales pulmonares (CEAP) de hipertensión arterial pulmonar (HAP). A, Niveles de expresión de las formas madura y pri de miR-424 y miR-503 en CEAP en respuesta al debilitamiento mediado por siARN de MEF2A, MEF2C, o ambos. **P < 0,01 vs siARN de control. B, Ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) usando anticuerpo contra MEF2 o anticuerpo IgG en controles en el despliegue de los 2 sitios de enlace de MEF2 de la región promotora de miR-424/503. Se muestran las muestras de inmunoprecipitación (IP) y de entrada; #1 y #2 representan los 2 supuestos sitios de enlace de MEF2 en el promotor de miR-424/503 (Figura I del Suplemento de Datos solamente online). C, Ensayos de informador de luciferasa usando CEAP transfectadas con el informador de luciferasa basado en el promotor miR-424/503 no mutado (NM) o mutante junto con los constructos de expresión de MEF2A o MEF2C. *P < 0,05 vs control, n.s.: no signi cativo. D, Ensayos de informador de luciferasa usando CEAP transfectadas con informador de luciferasa del promotor de miR-424/503 junto con estimulación con apelina (1 μmol/L durante 24 h) con debilitamiento concurrente de MEF2A, MEF2C, o ambos. **P < 0,01 vs no estimulado, †P < 0,01 vs estimulado con apelina, con siARN de control. E, Ensayo de ChIP para determinar el enlace de MEF2 con los 2 sitios de enlace de MEF2 previstos en el promotor de miR-424/503 usando anticuerpo contra MEF2 en CEAP sujetos a debilitamiento de APLN. #1 y #2 representan los 2 supuestos sitios de enlace de MEF2 en el promotor de miR-424/503 (Figura I del Suplemento de Datos solamente online). F, Actividad del informador de luciferasa conducida por el promotor de miR-424/503 usando CEAP de HAP y de control. *P < 0,05 vs CEAP de control. G, Informadores de luciferasa conducidos por la región del promotor de KLF2 usando CEAP de HAP y de control. *P < 0,05 vs CEAP de control. H, Ensayo de informador de luciferasa conducido por el promotor de KLF2 en CEAP de HAP con estimulación con apelina (1 μmol/L durante 24 h). **P < 0,01 vs control.
A continuación, determinamos la eficacia de un inhibidor específico de HDAC clase IIa farmacológico, MC1568, en la expresión objetivo de MEF2. Se ha demostrado que MC1568 tiene inhibición selectiva de HDAC clase IIa, sin afectar a otras clases de HDAC, al menos parcialmente induciendo degradación de HDAC4 y HDAC5. 22, 23 Hallamos que el tratamiento de CEAP con MC1568 resultaba en una reducción significativa en los niveles de proteínas de HDAC4 y HDAC5 (Figura IV del Suplemento de Datos solamente online). El tratamiento de CEAP en HAP con MC1568 resultó en un aumento significativo de la expresión de miR-424, miR-503, Cx37, Cx40, KLF2 y KLF4 (Figura 3D). Además, hallamos que el tratamiento de CEAP de HAP con MC1568 tiene como resultado una desregulación considerable de FGF2, lo que previamente había sido el objetivo para miR-424 y miR-503, y aberrantemente aumentado en CEAP de HAP (Figura V del Suplemento de Datos solamente online). 6, 8 El tratamiento con MC1568 también tuvo como resultado una significativa reducción de la proliferación (Figura 3E) y migración (Figura 3F) de CEAP de HAP.
La inhibición farmacológica de HDAC clase IIa tiene como resultado la prevención de HP en modelos experimentales
Dados nuestros hallazgos in vitro que demuestran los efectos de MC1568, evaluamos 2 modelos experimentales (MCT y SUGEN) con hipertensión pulmonar (HP) para determinar la eficacia de MC1568 para revertir la HP consolidada en ratas (Figura VI del Suplemento de Datos solamente online). La medición de la PSVD demostró una disminución significativa en ratas a las que se les administró MC1568 comparadas con controles en ambos modelos: MCT y SUGEN (Figura 4A). También observamos una reducción significativa en los cocientes del peso VD a VI + septum (VI+S) en los grupos de MC1568 (Figura 4B). Los estudios morfométricos de pulmones demostraron una reducción significativa en el número de arteriolas muscularizadas en los grupos de MC1568 (Figura 4C). Además, la cantidad de venas ANCP-positivas fue significativamente menor en los grupos tratados con MC1568 comparadas con los grupos de control (Figura 4D). El nú-Figura 2. Desacetilasas de histona (HDAC) desreguladas 4 y 5 en células endoteliales arteriales pulmonares (CEAP) de hipertensión arterial pulmonar (HAP). A, Localización intracelular de HDAC4 o HDAC5 transfectadas marcadas con GFP (verde) en CEAP de control (Con) y de HAP. También se muestra la tinción nuclear de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindola) (azul). **P < 0,01 vs Con-303; *P < 0,05 vs Con-303. B, Localización intracelular de HDAC4-GFP o HDAC5-GFP en respuesta a la estimulación con apelina (1 μmol/L durante 1 hora) en CEAP de HAP. **P < 0,01 vs control. C, Fosforilación de HDAC4 y HDAC5 endógenamente expresadas en respuesta a la estimulación con apelina (1 μmol/L durante 1 hora) en CEAP de HAP. **P < 0,01 vs controles no estimulados. mero de lúmenes obliterados fue también significativamente inferior en los pulmones tratados con MC1568 comparado con el grupo de control en el modelo SUGEN (Figura 4E). A nivel molecular, el tratamiento con MC1568 también tuvo como resultado un aumento significativo en los niveles de expresión de rno-mir-322 (homólogo de ratas de hsa-miR-424) y rno-mir-503 (Figura 4F), así como también otros objetivos transcripcionales de MEF2, aunque algunos de estos no alcanzaron importancia estadística en el modelo MCT (Figura VII del Suplemento de Datos solamente online). Por último, la expresión de FGF2 se vio significativamente reducida en los pulmones de ratas a las que se les administró MC1568 (Figura 4G).
La inhibición selectiva de HDAC Clase IIa evita los efectos adversos VD de la inhibición general de HDAC
Luego evaluamos si la inhibición selectiva de HDAC clase IIa puede potencialmente evitar los efectos cardíacos deletéreos observados con una más amplia inhibición de HDAC. 9 A dife-Figura 3. La inhibición selectiva de desacetilasas de histona (HDAC) clase IIa restituye la homeostasis endotelial pulmonar. A, Expresión de hsa-miR-424, hsa-miR-503, conexina 37 (Cx37), conexina 40 (Cx40), Factor Tipo Krűppel (KLF) 2 y KLF4 en respuesta a debilitamiento de HDAC4 y HDAC5 en células endoteliales de la arteria pulmonar (CEAP) en hipertensión arterial pulmonar (HAP). *P < 0,05 y **P < 0,01 vs siARN de control. B, niveles de transcripción de Cx37, Cx40, KLF2 y KLF4 en CEAP de controles y pacientes con HAP. *P < 0,05 y **P < 0,01 vs CEAP de control. C, Expresión de Cx37 y Cx40 en pulmones de controles y pacientes con HAP. CD31 se muestra en verde, Cx37 y Cx40 se muestran en rojo, la tinción nuclear de DAPI se muestra en azul. D, Expresión de hsa-miR-424, hsa-miR-503, Cx37, Cx40, KLF2 y KLF4 en CEAP de HAP tratada con MC1568 (1 μmol/L durante 24 h). *P < 0,05 y **P < 0,01 vs control. Barra de escalas: 35 μm. E, Migración de CEAP de HAP en respuesta a la estimulación de MC1568. **P < 0,01 vs control. . n = 6 por grupo. **P < 0,01 vs ratas tratadas con vehículo. B, Relaciones de peso ventrículo derecho/ventrículo izquierdo + septum (VD/ VI +S) en los modelos MCT y SUGEN con tratamiento con vehículo (DMSO) o con MC1568. **P < 0,01 vs ratas tratadas con vehículo. C, Análisis de muscularización (musc.) de las arteriolas pulmonares en la pared alveolar (alv.) de pulmones de ratas que recibieron vehículo (DMSO) o MC1568 en los 2 modelos experimentales de hipertensión HP. Se muestra actina del músculo liso (AML) en rojo, y el Factor de von Willebrand (FvW) se muestra en verde. **P < 0,01 vs ratas tratadas con vehículo en cada modelo. Barra de escalas: 50 μm. D, Expresión de ANCP en los pulmones de 2 modelos que recibieron vehículo (DMSO) o MC1568. ANCP se muestra en rojo, y el FvW en verde. **P < 0,01 vs ratas tratadas con vehículo en cada modelo. Barra de escalas: 50 μm. E, Tinción de H&E en los pulmones de ratas sometidas a inducción de hipertensión pulmonar de SUGEN que recibieron DMSO o MC1568. Se muestra el promedio de venas obliteradas por campo microscópico (HPF -1 de venas oblit.). **P < 0,01 vs ratas tratadas con vehículo. Barra de escalas: 25 μm. F, Niveles de expresión de rno-miR-322 (el homólogo de ratas de hsa-miR-424) y rno-miR-503 en los pulmones de ratas de los modelos con HP con tratamiento con vehículo (DMSO) o con MC1568. *P < 0,05 y **P < 0,01 vs ratas tratadas con vehículo. G, Expresión de proteínas del factor de crecimiento de broblastos (FGF)-2 en homogeneizados de pulmones de ratas en los 2 modelos de HP en respuesta al tratamiento con MC1568. El grá co representa la relación de intensidad FGF2/GAPDH. *P < 0,05. A, Tinción con tricromo del ventrículo derecho de los 4 grupos de tratamiento. Barra de escalas: 100 mm. B, Efectos de MC1568 o tricostatina A (TSA) sobre la fragmentación de caspasa 3 en células endoteliales de la arteria coronaria humanas. C, Aspecto inicial del VI y VD en los corazones del modelo de hipertensión pulmonar (HP) de SU-5416/hipoxia (SUGEN) en los grupos DMSO (control) y MC1568. D, pesos VD y la relación VD/peso corporal total de ratas en los 4 grupos. **P < 0,01 vs DMSO (control) en cada grupo. E, Modelo operativo de la cascada de señalización. de apoptosis celular según lo evaluado por la fragmentación de caspasa 3, mientras que el tratamiento con MC1568 no resultó en activación de caspasa aun en una mayor concentración (Figura 5B). Por último, los análisis histológicos iniciales del ventrículo derecho demostraron que el grupo con MC1568 presentaba una marcada protección del remodelado y dilatación VD que se observaba en el grupo de control (Figura 5C). La masa VD presentaba un tamaño marcadamente menor en las ratas tratadas con MC1568 tanto en el grupo MCT como en el grupo SUGEN, así como también las relaciones VD/peso corporal total (Figura 5D).
Discusión
En el presente trabajo informamos sobre la observación clave con respecto a que MEF2, comprometido en la regulación transcripcional de un número de genes endoteliales que median la homeostasis vascular, se encuentra alterado en CEAP de HAP. Además, similar a nuestros recientes hallazgos en el amplio contexto endotelial, hallamos que la apelina puede aumentar sólidamente la actividad de MEF2 en CEAP, a través de un mecanismo que incluye fosforilación y translocación citoplasmática de dos HDAC clase IIa, a saber: HDAC4 y HDAC5. Apelina ha sido identificada como un componente clave de homeostasis vascular pulmonar, que está implicada como un objetivo posterior de la señalización de BMP. 8, [24] [25] [26] [27] Hallamos que la inhibición farmacológica selectiva de HDAC clase IIa usando MC1568 inducía expresión de múltiples objetivos de MEF2 en CEAP, incluyendo miR-424, miR-503, Cx37, Cx40, KLF2 y KLF4. Lo más importante es que hallamos que la inhibición selectiva de HDAC clase IIa previene 2 modelos experimentales independientes de HP en ratas (ver Figura 5E para esquema).
Se sabe que dos factores de MEF2 están altamente expresados en las células endoteliales: MEF2A y MEF2C. 28, 29 Los ratones con supresión genética de estos genes sucumben a la letalidad embriónica (MEF2C) o posnatal temprana (MEF2A), 30, 31 por lo tanto, los estudios de estos genes en la función vascular madura han sido limitados. Es interesante destacar que la evaluación reciente de la vasculatura retiniana de un ratón inactivado (knockout) condicional, MEF2C específico de células endoteliales (CE), demostró un mayor crecimiento vascular y una reducción de la apoptosis de CE. 32 Además, se halló que la expresión de FGF2 estaba significativamente aumentada en CE sujetas a debilitamiento de MEF2C. En general, estos hallazgos sugieren que MEF2 es un factor de transcripción homeostático endotelial clave que probablemente regule una gran cantidad de transcriptos endoteliales, que incluyen Cx37/40, KLF2/4 y miR-424/503, para mantener la homeostasis vascular. Además, nuestros resultados respaldan la importante función del eje de señalización de apelina-miR-424/503-FGF2/FGFR1 en HAP que previamente definiéramos, 8 con la demostración que la alteración de apelina o miR-424/503 en CEAP de HAP probablemente sea un contribuyente clave para el aumento aberrante en los niveles de FGF2 observados en personas con HAP. 6, 33 Varios estudios recientes han demostrado la eficacia terapéutica potencial de usar inhibidores de HDAC de amplio espectro en modelos experimentales de HP. 10, 12, 34 Sin embargo, otros estudios objetaron el uso de inhibidores de HDAC de amplio espectro, donde se observó un empeoramiento de la función VD e inducción de muerte capilar VD, 9, 11 y TSA no mejoró la PSVD ni la función VD en el modelo SUGEN de HP. 13 Más allá de las controversias no resueltas mencionadas en estos estudios, la inhibición de HDAC para tratar HAP es una estrategia terapéutica atractiva, dado que los 2 agentes (vorinostat y romidepsin) están actualmente aprobados para su uso en pacientes con linfoma cutáneo de células T. 35 Desafortunadamente, también hay una cantidad de efectos clínicos adversos asociados con estos inhibidores de HDAC de amplio espectro, que generarían otras precauciones al probar su eficacia terapéutica potencial en pacientes con HAP. La experiencia clínica con inhibidores de HDAC no específicos ha sido asociada con anormalidades electrocardiográficas y embolia pulmonar, ambas tendrían consecuencias perjudiciales en pacientes con HAP. 36, 37 Nuestros actuales hallazgos proporcionan una cantidad de avances clave en la función de MEF2, HDAC clase IIa y sus objetivos en HAP que facilitarían el camino hacia futuros estudios traslacionales: (1) Identificamos la alteración de la actividad de MEF2 en CEAP de HAP que deriva en una reducción de la expresión de una cantidad de genes comprometidos en la homeostasis vascular; (2) Demostramos que, además de las modificaciones epigenéticas logradas por la inhibición de HDAC y sus roles potenciales en HAP, la alteración mediada por inhibidores de HDAC de las interacciones proteína-proteína serían un mecanismo clave no explorado mediante el cual estos agentes pueden tener impacto en el remodelado vascular pulmonar; (3) Proporcionamos evidencias con respecto a que la inhibición selectiva de HDAC IIa puede evitar el deterioro de la función VD observado con la inhibición de HDAC de amplio espectro, que sería perjudicial en pacientes con HAP. Los objetivos transcripcionales de MEF2 que identificamos incluyen Cx37 y Cx40, proteínas de unión de brechas claves que regulan la resistencia vascular y la función VD, 38, 39 KLF2, cuya sobreexpresión en los pulmones puede mejorar la PSVD en modelos experimentales con HP, 40 y miR-424 y 503, que se ha observado que se reducen considerablemente en pulmones de pacientes con HAP y también en modelos experimentales, 8,41 y pueden salvar modelos con HP cuando están sobreexpresados en los pulmones. 8 Con respecto a los ligandos de HDAC, el presente estudio se centró en la función de su inhibición en la actividad de MEF2, pero otros interactores, tales como PPAR-γ, 42 han demostrado tener funciones en HAP y merecen una investigación más profunda. 24, 25, 43 Aún no se comprende bien la respuesta VD a presiones arteriales pulmonares elevadas, y es el objeto de una activa investigación. 44 Nuestros hallazgos demuestran que la inhibición selectiva de HDAC IIa no induce fibrosis VD ni apoptosis de células endoteliales de la arteria coronaria (como se observó con inhibición no selectiva de HDAC), y protegió contra dila-tación VD. La investigación del efecto miocárdico directo potencial de la inhibición de HDAC IIa demostraría mecanismos beneficiosos adicionales además de la reducción en la resistencia vascular pulmonar.
Aunque las CEAP usadas en este estudio fueron aisladas de pulmones de controles y pacientes con HAP y mantuvieron la expresión de marcadores endoteliales (no se muestran datos), una limitación potencial es si su fenotipo endotelial completo es retenido en cultivo y luego del pasaje. Los objetivos endoteliales de MEF2 incluidos en este estudio representan aquellos que son objetivos validados de MEF2, incluyendo KLF2 y KLF4, así como también otros que hemos confirmado son objetivos del eje de apelina-MEF2 tanto in vivo como in vitro. 19 La identificación y posterior validación de objetivos transcripcionales de MEF2 endoteliales son áreas de activa investigación, y proporcionarán una mejor comprensión sobre su función en la vasculatura pulmonar en un futuro cercano.
En general, estos hallazgos definen un nuevo paradigma de señalización que sería crucial ya que estamos buscando nuevas estrategias de tratamiento en HAP, y a la vez minimizar los efectos adversos. Además, la traslación de estos hallazgos a ensayos clínicos probablemente se vea facilitada por el reciente desarrollo de múltiples inhibidores selectivos de HDAC IIa promisorios, [45] [46] [47] [48] donde la eficacia terapéutica en HAP pueda evaluarse rápidamente usando las metodologías descriptas en el presente trabajo.
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PERSPECTIVA CLÍNICA
La hipertensión arterial pulmonar (HAP) se caracteriza por remodelado de las arteriolas pulmonares, incluyendo la formación de lesiones plexiformes y concéntricas compuestas por células vasculares proliferativas. Clínicamente, la HAP da lugar al aumento de resistencia vascular pulmonar, resultando en insuficiencia ventricular derecha, y si no se la trata finalmente deriva en muerte. Nuestros hallazgos demuestran que una alteración significativa de la actividad del factor potenciador de miocitos 2 (MEF2) del factor de transcripción en células endoteliales de la arteria pulmonar (CEAP) de pacientes con HAP, puede ser intensamente reducida por la inhibición selectiva de desacetilasas de histona clase IIa (HDAC). Además, demostramos que el inhibidor de HDAC clase IIa puede prevenir hipertensión pulmonar en modelos experimentales. También identificamos múltiples objetivos transcripcionales de MEF2 que están suprimidos en muestras de pacientes con HAP, que representan temas centrales para futuros estudios para la mejor comprensión del mecanismo de la enfermedad. Por último, hallamos que la inhibición selectiva de HDAC clase IIa puede evitar los efectos perjudiciales potenciales de la inhibición general de HDAC en el ventrículo derecho, y merece una más profunda investigación ya que estamos en la búsqueda de la identificación y perfeccionamiento de nuevas vías que puedan ser el objetivo para mejorar el tratamiento de esta enfermedad mortal.
